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Description 



La presente invention concerne un nouveau proc6d6 de preparation de microparticules lipidiques d'aspect 
microcristallin. 

5 Par "aspect cristallin" on n'entend pas que la structure cristaiiine soit necessairement obtenue stricto sen- 

sus. 

Ce type de microparticules a 6t6 decrit par la Demanderesse notamment dans la demande de brevet eu- 
rop6en n° 270 460. 

Plus pr£cis6ment, il s'agit de microparticules d'une substance insoluble dans I'eau presentant une affinity 
w pour les phospholipides et d'au moins un phospholipide. 

II faut entendre par "substance insoluble dans I'eau" une substance peu ou pas soluble dans I'eau et par 
"substance presentant une affinity pour les phospholipides" un compost chimique plus particulifcrement ca- 
pable d'interagir avec les phospholipides par voie physico-chimique. 

Ces microparticules offrent principalement I'avantage d'obtenir une microsuspension stable en solution 
15 aqueuse d'une substance par ailleurs insoluble en phase aqueuse, ce qui permet de I'administrer notamment 
lorsqu'il s'agit d'un medicament sous forme injectable ou pulv6risable. 

En outre, vraisemblablement en vertu d'un effet de pilotage accru notamment vers les macrophages d'une 
part, et d'un effet de liberation progressif de la substance active d'autre part, des preparations de microparti- 
cules donnent des r6sultats d'activite th6rapeutique et de toxicity nettement plus interessants que les v6sicules 
20 lipidiques de type liposome. 

On a d6crit dans la demande EP 270 460 un procede de preparation relativement complexe de ces micro- 
particules inspire des proc£d6s utilises pour la preparation des liposomes. 

Le procede decrit dans EP 270 460 comporte essentiellement les etapes suivantes : 

a) on evapore les solvants d'une solution de phospholipide dans le chloroforme et de ladite substance dans 
25 le methanol, 

b) on remet le film obtenu apres evaporation desdits solvants en suspension dans une solution aqueuse 
apres agitation vigoureuse. 

Pour remettre le film obtenu & I'etape b) en suspension, ceci etait effectue par traitement aux ultrasons. 
Dans le cadre d'une application industrielle du procede, la complexity de celui-ci, avec notamment la pr6- 
30 sence d'une etape d'agitation vigoureuse et notamment de traitement aux ultrasons, constitue un inconvenient 
majeur. 

La Demanderesse a maintenant decouvert que ces microparticules pouvaient £tre pr6par6es par un pro- 
cede beaucoup plus simple et avec un bien meilleur rendement. 

En particulier, selon le procede objet de la presente invention. I'etape de sonication est supprimee et Ton 
35 n'utilise plus de chloroforme pour solubiliser le phospholipide. 

En effet, la presente invention a pour objet un procede de preparation de microparticules lipidiques d'as- 
pect microcristallin d'une substance insoluble dans I'eau presentant une affinite pour les phospholipides, et 
d'au moins un phospholipide, microparticules stables en suspension dans une solution aqueuse, caracterise 
en ce que : 

40 a) on dissout ladite substance et le ou lesdits phospholipides dans un solvant organique commun de ladite 

substance et du ou desdits phospholipides, 

b) on melange la solution obtenue de ladite substance et du ou desdits phospholipides k une solution 
aqueuse dans une quantite telle qu'on observe une insolubilisation sous forme de precipite, 

c) on eiimine le solvant organique pour recuperer une solution aqueuse contenant les microparticules sous 
45 forme de microsuspensions. 

L'eiimination du solvant organique peut se faire par evaporation, centrifugation ou ultrafiltration. 

La simplicite du procede selon la presente invention provient du fait que des complexes substance-phos- 
pholipides sont vraisemblablement formes des la mise en presence des differents constituants resultant d'une 
interaction physico-chimique. L'apport de la solution aqueuse entraine la precipitation sous forme de micro- 
so particules desdits complexes. 

Selon la presente invention, on obtient des microparticules d'aspect, de structure et de taille similaires et 
des preparations de microparticules plus homogenes presentant m£me des proprietes pharmacologiques 
avantageuses par rapport d des lots obtenus par le procede pr£c£demment decrit dans EP 270 460. 

Compare d la preparation de liposomes et & la preparation des microparticules selon le procede anterieur, 
55 le procede selon la presente invention est beaucoup plus simple et plus economique. On obtient en particulier 
beaucoup moins de substances libres dans la solution finale et done un meilleur rendement et les preparations 
de microparticules obtenues ont une plus grande purete que celles obtenues par le precedent procede. Elles 
sont essentiellement depourvues d'amphotehcine B libre ou de phospholipide libre. En outre, les microparti- 
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cules obtenues sont aussi stables que celles obtenues par I'ancien procede et done beaucoup plus stables 
que les liposomes qui souffrent d'une instability qui en limite consid6rablement les possibilites d'emploi. L'avan- 
tage du proc6d6 selon I'invention est en effet aussi notable en termes de reproductibilite et d'homog6n6ite des 
lots de multiparticules produits. La pr6sente invention a done egalement pour objet des preparations de mi- 
croparticules obtenus par le proc6d6 selon I'invention caract6ris6s en ce qu'elles sont essentiellement depour- 
vues en substance active libre et en phospholipide libre et que les microparticules sont de tailles homog&nes. 

A titre de solvants organiques utiles dans le procede selon Tinvention, on peut citer plus particulierement 
les solvants de polarity intermediate tels que le methanol, le dimethylformamide (DMF), le dimethylacetamide 
(DMA), ou le propylene glycol ou I'ethanol. 

Comme solution aqueuse utile dans le proc6d6 selon la pr6sente invention, on utilisera avantageusement 
I'eau pure ou un tampon phosphate ou des solutions salines telles qu'une solution de NaCI, par exemple d 
concentration de 0,5 d 1 %, par exemple 0,9 % (poids/volume) ou une solution de saccharose de 1 d 10 % 
(poids/volume), par exemple du lactose ou du glucose sont particulierement appropri6s en vue d'une lyophi- 
lisation ulterieure. 

On cite en particulier une solution tampon phosphate 50m M pH=7,8 contenant 6% de lactose qui permet 
d'obtenir des preparations tres homogenes en taille. 

Selon la pr6sente invention, le rapport mo I a ire phospholipide(s)/substance engages dans le procede peut 
etre compris entre 0.1 et 10. 

Comme on I'a vu, les microparticules selon I'invention r6sultent vraisemblablement d'une complexation 
substance-phospholipide dans un rapport molaire voisin de 1/1 . C'est pourquoi, si le rapport molaire est inf6- 
rieur ou 6gal d 2, c'est-&-dire par exemple entre 0,5 et 2, de preference entre 0,5-1 , on observe une interaction 
sp6cifique avec production homog6ne optimum de microparticules dont la taille moyenne est inf6rieure a 1 
nm. 

Dans les preparations de microparticules obtenues par le procede selon I'invention, ta taille des micropar- 
ticules est homogene et se r6partit en g6n6ral entre 0,5 et 2 ^m, certaines pouvant depasser cette fourchette 
mais restant entre 0,1 et 10 nm. 

Comme phospholipides utiles dans le procede, on peut utiliser la phosphatidylcholine, la dimyristoylphos- 
phatidylcholine (DMPC), la distearyl phosphatidyl choline (DSPC), la dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), 
la phosphatidyiethanolamine, la phosphatidylserine, ta dipalmitoyl phosphatidyl serine (DPPS), la phsophati- 
dylinositol, la phosphatidylglycerol, la dimyristoyl phosphatidyl glycerol (DMPG), la distearyt phosphatidyl gly- 
cerol (DSPG), la 3'0-lysylphosphatidylglyc6rol, la diphosphatidyl glycerol, ou encore des esters de cholesterol, 
seuls ou en melange, cette liste n'etant bien entendu pas limitative. 

Selon I'invention, on utilisera de preference comme phospholipide de la phosphatidylcholine ou dimyristoyl 
phosphatidylcholine en melange avec du dimyristoyl phosphatidyl glycerol. La phosphatidylcholine peut etre 
preparee £ partir de lecithine de jaune d'oeuf, de soja hydrogenee ou non ou de tout autre source industrielle 
de lecithine. 

Certaines substances presentent une plus grande solubility en solution organique dans un solvant donn£ 
lorsqu'on se trouve en milieu acide ou basique et sous forme de sel et qu'elles sont ionisees. 

Dans ce cas, on prepare avantageusement les microparticules selon I'invention de la manure suivante : 

a) on dissout ladite substance et le ou lesdits phospholipides dans leur solvant organique commun en milieu 
basique ou acide, 

b) on melange la solution obtenue avec une solution aqueuse pour obtenir un precipite, et on neutralise 
la solution par addition d'acide ou de base respectivement, la neutralisation pouvant se faire avant ou apr£s 
addition de la solution aqueuse. 

c) on eiimine le solvant pour r6cup6rer une phase aqueuse contenant les microparticules sous forme de 
microsuspensions. 

On peut egalement laver les microparticules d I'eau par des cycles repetes de centrifugation et d'eiimina- 
tion du surnageant af in d'eiiminer le maximum de solvant organique. 

A retape a) , on introduira de fa$on appropri£e de 1 d 1,5 equivalent de base ou d'acide le cas 6ch£ant 
par rapport d ladite substance, et on neutral i sera par la m£me quantite d'acide ou de base respectivement. 

On observe un debut de precipitation d retape a). 

Le procede selon I'invention est particulierement interessant pour preparer des microparticules de medi- 
caments antimycotiques macrolides polyenes, tels que la nistatine et Tamphotehcine B et leurs derives qui pre- 
sentent egalement une activite antifongique. 

Lorsque dans le procede selon I'invention, ladite substance est I'amphotericine B, les meilleurs resultats 
ont ete obtenus en utilisant un melange de phosphatidylcholine (lecithine d'oeuf ou lecithine de soya hydro- 
genee) ou DMPC et de DMPG en rapports molaires variables de 5:5 d 9:1. 

Dans le cas ou la substance active est un macrolide de type polyene tel que I'amphotericine B ou la nys- 
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tatine, lorsqu'elle est dissoute dans du methanol ou du propylene glycol, la solution initiate de la substance et 
du phospholipide sera avantageusement une solution basique, par exemple une solution comportant de 1 a 
1,5 Equivalent de base tel que NaOH ou KOH par rapport £ la substance active. On neutralise ultErieurement 
la solution par addition de 1 & 1,5 Equivalent d'acide tel que HCI. Equivalent reprEsente en I'espEce autant 
5 de moles de base ou d'acide que de moles d'amphotEricine. 

Dans le cas ou la substance active est un macrolide de type polyene tel que ramphotEricine B ou la nys- 
tatine et lorsqu'elle est dissoute dans une solution d'Ethanol ou de DMF, avantageusement la solution initiale 
de la substance et du phospholide sera une solution acide, par exemple une solution comportant de 1 & 1,5 
Equivalent d'acide tel que HCL par rapport & la substance active. On neutralise ultErieurement la solution dans 
10 le procEdE par addition de 1 & 1,5 Equivalent de base tel que NaOH ou KOH. 

Lorsque le solvant est le DMA, on peut Egalement avoir recours & une solution acide bien que cela ne soit 
pas obligatoire, la solubility des macrolides polyEnes tels que ramphotEricine B dans le DMA Etant suff isante 
pour Eviter I'utilisation d'un acide. II demeure que la solubility de 1'amphotEricine B est amEliorEe en solution 
acide dans le DMA. 

15 Dans certains cas, notamment lorsque ('Elimination du solvant ne se fait pas par chauffage avantageuse- 

ment de maniEre £ obtenir des microparticules plus stables, on chauffe le mElange avant ('Elimination du sol- 
vant E I'Etape c), par exemple 30 minutes E au moins 40°C, de prEference 60°C. 

De mSme pour Eviter un risque de dEgradation de la substance active en milieu acide ou basique, on pourra 
solubiliser en la refroidissant dans un bain de glace £ I'Etape a). 
20 Le traitement des infections mycotiques causEes par Candida et Aspergillus est difficile et habituellement 
mal tolErE. Peu de mEdicaments sont actifs contre ces deux types de microorganismes. 

Les antimycotiques macrolides polyEnes tels que la nystatine et ramphotEricine B sont les produits les plus 
utilisEs et caractErisEs par une activity tant sur I'espEce Aspergillus que I'espEce Candida. 

L'utilisation clinique de ramphotEricine B est trEs fortement limitEe par deux inconvEnients majeurs : 
25 - en premier lieu, sa grande insolubility qui nEcessite son administration en solution dans du dEsoxycho- 

late de sodium, 

- en second lieu, la toxicity intrinsEque de dEsoxychlotate qui s'additionne & ('activity toxique de rampho- 
tEricine B proprement dite et qui s'exerce surtout au niveau des reins et de la moelle osseuse. 
Cependant, quels que soient ses effets secondaires, cet antibiotique reste eff icace dans les infections fon- 
30 giques qui auraient un pronostic mortel sans ce traitement. Dans ce contexte, il est apparu important de dimi- 
nuer la toxicity de ramphotEricine B en modif iant sa pEnEtration intracellulaire. 

En effet, un facteur trEs important pour I'eff icacitE des antimycotiques en gEnEral, et pour ramphotEricine 
B en particulier, est la nEcessitE d'induire une action antibiotique qui soit synergique avec celle des cellules 
hdtes, responsables des dEfenses anti-infectieuses de I'organisme. II a en effet EtE dEmontrE que les poly- 
35 morphonuclEaires et les macrophages peuvent maitriser avec succEs, des infections mycotiques dans la me- 
sure ou ces cellules peuvent phagocyter les microoganismes et les contrdler dans leur systEme lysosomial. 
Des mEdicaments antimycotiques doivent dEs lors, non seulement rEduire la multiplication des agents infec- 
tieux prEsents dans le milieu extracellulaire mais pouvoir exercer Egalement leur action £ I'intErieur des pha- 
gosomes et lysosomes de polymorphonuclEaires et macrophages. Or, trEs peu de choses sont connues de la 
40 pEnEtration intracellulaire des macrolides polyEnes et tout laisse supposer parailleurs que ces substances s'ac- 
cumulent au niveau des membranes pericellulaires et ne parviennent dEs lors £ atteindre les compartiments 
lysosomiaux intracellulars que grace au flux membranaire de la surface vers les espaces intracellulaires. 

^invention a apportE une solution £ ces problEmes en proposant une nouvelle forme galEnique de ram- 
photEricine B basEe sur ('interaction de ce mEdicament avec la phosphatidylcholine pour former une suspen- 
ds sion de microparticules EvoquEe ci-dessus. 

Cette formule galEnique permet en premier lieu d'administrer ramphotEricine B sans avoir recours £ du 
dEsoxycholate et elle permet de dEcroitre trEs signif icativement la toxicity aigue des produits aprEs injection 
intraveineuse. Ces microparticules ont la meme activity que ramphotEricine solubilisEe par du dEsoxycholate 
contre des Candida extracellulaires et sont plus actifs in vitro dans les infections intracellulaires & macrophages. 
50 Les propriEtEs des microparticules d'amphotEricine B ont Egalement EtE comparEes avantageusement £ 

cedes des liposomes contenant le meme macrolide polyEne et qui sont Egalement prEconisEes comme trans- 
porter capable de rEduire les effets secondaires de ramphotEricine. 

D'autres caractEristiques et avantages de la presente invention apparaitront £ la lumiEre de la description 
qui va suivre faisant rEfErence £ des figures. 
55 Les figures 1 et 2 reprEsentent les courbes de stability de ramphotEricine B en milieu acide et basique 

respectivement, E diverses concentrations et £ tempErature ambiante. 

Les figures 3 £ 16 reprEsentent les profits de density des centrifugations en gradient de sucrose pour drf- 
fErentes fractions de prEparation d'amphotEricine B selon les procEdures 1 £ 14 respectivement. 



4 
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EXEMPLE 1 : Microparticule d'amphotericine B et de phosphatidylcholine 

1. Solubility de ramphotericine B 

5 L'amphot6ricine B est une compost amphotere pr6sentant & la fois une partie de sa structure qui est polaire 

(avec des groupes acide et des groupes amine) et une partie non polaire. Excepts dans le DMSO et le DMF, 
i'amphottricine B se dissout faibiement dans la plupart des solvants organiques. Toutefois, I'ionisation des 
groupes acide et amine augmente sa solubility (voir tableau 1) 

10 Tableau 1 

Solubilite de l'amphotericine B dans differents solvants 



15 



20 



25 



pH 


H 2 0 


CH 3 OH 


Dimethylformamide 


neutre 

acide 

basique 


insoluble 
0,1 mg/ml 
0,1 mg/ml 


0,2-0,4 mg/ml 
3,0-5,0 mg/ml 
2,0-3,0 mg/ml 


2,0-4,0 mg/ml 
60,0-80,0 mg/ml 



30 



Deux lots differents d'amphotericine B ont 6t6 utilises pour les tests d£crits ci-apr6s 

- amphotericins B pour application topique, 

- amphotdricine B pour injection i.v. 

1.1 Solubilit6 de l'amphot6ricine B "grade topique" 



ASiYfPJ SqluWlite^J[m£/ml ) 

35 CH 3 OH 0,13 

CH 3 OH + 1,5 eq. HC1 5,00* 

CH 3 OH + 1,5 eq.NaOH 5,00 

* voir § 2.3 



40 



45 



50 



1.2 Solubilite d'amphotericine B "grade i.v." 



§°l v j*G x SoJujDUjLt^_(mg/m I ) 

CH 3 OH 0,150 



+ 



CH 3 OH + 1,0 eq. HC1 5,00 
CH 3 OH + 1,0 eq. NaOH 5,00 
* dissolution voir § 2.3 

L'acide antique et ('ammoniac NH 3 dans le methanol ne dissolvent pas ramphotericine B (5 mg/ml dans 
CH 3 OH) apr£s addition de deux Equivalents desdits r6actifs. 



55 



5 
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2. Stability des solutions d'amphotericine B 

2.1 M 6th ode 

5 La stability des solutions d'amphotericine B a ete enregistree par analyse HPLC en utilisant une colonne 

k phase inverse (C18 Bondapak de 25 x 0,5 cm, Waters Associates). On a utilise comme eluant un systeme 
CH 3 CN/tampon ac6tate 10 mM, pH 7 (39:61). On a effectu6 I'enregistrement U.V. h 404 et 362 nm. Le d6bit 
6tait de 2 ml/minutes. Le temps de retention (R.T.) de 1'amphotericine B est de 9,5 minutes. Des r6sultats ont 
ete exprimes comme le pourcentage de la surface des pics. 

10 

2.2 Solutions de CH 3 OH neutre 

A une concentration de 0,1 mg/ml, l'amphotericine B est stable pendant plusieurs jours d 4°C. L'amphote- 
ricine B grade topique a une purete de 88,5 % (contamination de 7,6 % avec un temps de retention de 4,5 mi- 
is nutes). 

L'amphotericine B de grade i.v. a une purete de 94,5 % (contamination de 3,5 % avec un temps de retention 
de 4,5 minutes). 

2.3 Solutions de methanol en milieu acide 

20 

Les essais avec l'amphotericine B grade topique ont montre que le compose est stable d une concentration 
de 0,1 mg/ml en presence de 1,5 eq. de HCI dans la solution methanolique, mais se degrade dans ce milieu 
acide k une concentration de 5 mg/ml (voir figure 1). Les r6sultats HPLC obtenus pour une solution d'ampho- 
tericine B de 0,1 mg/ml sont reproduits dans le tableau 2 ci-apres. La neutralisation a ete effectuee par contrdle 
25 du pM. L'addition d'un exces de NaOH n'affecte pas la stability du compose (tableau 2). 



Tableau 2 



30 



35 


Echantillon 


pH 


Amphotericine B 
(%) R.T. : 9,5 
minutes 


i 

i 

Contamination 
•(%) R.T. : 4,5 
minutes 




Ampho. B 0,1 mg/ml 


7,1 


89,1 


i 

7,6 j 




id. + 1,5 eq. HCI 


3,7 


38,2 


7,7 


40 


id. <r 1,5 eq. NaOH 


7,1 


87,3 


3,1 




id. + exces de NaOH 


7,5 


87,3 


S,l 




id. f exces de NaOH 


9,5 


87,3 • 


8,1 



45 



Af in d'etudier I'effet de l'addition de HCI sur la stability de l'amphotericine B, des quantites croissantes 
d'amphotericine B (grade i.v.) ont ete dissoutes dans le methanol en presence d'un equivalent de HCI (solution 
methanolique). La degradation en milieu acide de la substance de ('amphotericine B augmente fortement 

so quand la concentration d'amphotericine B est superieure & 2 mg/ml (voir figure 1 ) et ceci meme quand ('addition 
de HCI en solution methanolique a ete faite d 0°C (avec une contamination de 31 %). Pour obtenir une solution 
d'amphotericine B/HCI d une concentration de 5 mg/ml sans degradation de ('amphotericine B, l'amphotericine 
B a ete dissoute dans du methanol en presence d'un equivalent de HCI & une concentration de 2 mg/ml. Le 
solvant a ensuite ete evapore et le sel d'acide de l'amphotericine B a ete redissous dans le volume requis d'al- 

55 cool. 



6 



10 



20 



30 



40 



45 
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2.4 Solutions de CH 3 OH basique 

Des quantites croissantes d'amphotericine B (grade i.v.) ont 6t6 dissoutes dans du methanol en presence 
d'un Equivalent de NaOH (solution methanolique). Les solutions ont 6t6 ensuite analys6es par HPLC. Comme 
il apparait sur la figure 2, 1'amphotericine B a une bonne stability en solution methanolique de NaOH jusqu'& 
une concentration de 5 mg/ml. La neutralisation avec de I'HCI methanolique n'a pas d'effet sur la stability du 
produit. 

3. Dosage de ramphotericine B 



Pour doser f'amphotericine B par analyse U.V., la valeur E a 6t6 d6termin6e en mesurant I'absorbance d 
404 nm pour des quantites croissante d'amphotericine B dissoutes dans du DMF. 
L'amphotericine B (mg/ml) : (Abs. / 49,8) x facteurde dilution. 

Des contrdles appropri6s ont montr6 que les phospholipides et le sucrose n'interfErent pas avec le dosage 
15 de l'amphotericine B. 

4. Preparation des microparticules 



4.1 Introduction 



Dans le but d'ameiiorer la preparation des microparticules, differents proc6d6s ont 6t6 compares. Plusieurs 
parametres ont ete 6valu6s : 

a) ('addition de NaOH ou HCI pour augmenter la solubility d'amphotericine B dans le methanol, 

b) I'effet de la dissolution du phospholipide dans du chloroforme avant I'addition de la solution methano- 
25 lique d'amphotericine B, 

c) I'effet de la formation d'un film de phospholipide pr6alablement & I'addition de la solution methanolique 
d'amphotericine B. 

La centrifugation en gradient de density a 6t6 choisie comme m6thode analytique pour determiner la qua- 
lite des microparticules. 



4.2 Materiels et met h odes 



* Materiels 



35 La L-alpha phosphatidylcholine a 6te pr6par6e d partir de I6cithine de jaune d'oeuf (purete : 99 %, masse 

molaire : 789) ou de soja. L'amphotericine B etait celle de grade i.v. (purete : 94 %, masse molaire : 924). L'6va- 
poration a ete effectu6e en utilisant un evaporateur du type Buchi evaporateur rotatif (sauf indication contraire). 



* Precedes de preparation 

Toutes les preparations decrites ci-apr&s contenaient de ramphotericine B d une concentration finale de 
5 mg/ml. 

Proc6dure_1 ; P[6 pa rati o n _d e_s u s pe ns|o n_d ' ? ™ P h ote ri c i n e B 

25 mg d'amphotericine B on ete dissous dans du methanol (0,1 mg/ml). Le solvant a ete evapore et le residu 
sec a ete repris dans 5 ml d'une solution saline de tampon phosphate de pH 7,4 (PBS).L'echantillon a ete So- 
nique. 

so Procedure 2 : 

Les preparations de microparticules d'Amphotericine B ont ete r6alisees en utilisant un evaporateur d film 
ascendant de QUICK FIT. 

Dans un erlen de 5 Litres, on dissout 1 gramme d'Amphotericine B et 0,85 grammes de L-alpha-phospha- 
55 tidylcholine (egg I6cithine purete superieure d 99 %) dans 1,5 litres d'un melange de chloroforme-m6thanol 
(1:1 en volume), auxquels on rajoute, quand la solution est limpide, 100 ml de NaCI 0,9 %. 

Les solvants sont eiimines sous vide dans revaporateur & film ascendant. La temperature maximale de la 
solution, en haut de revaporateur est de 35°-45°C. Apres separation des phases, on r6cup6re la phase aqueu- 
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se contenant les microparticules, que Ton soumet k un deuxfeme cycle evaporation. 

Le systeme est rinc6 k I'aide d'eau distill£e et le volume final est amen6 k 200 ml k I'aide d'un 6vaporateur 
rotatif, dont le bain chauffant ne dgpasse pas 40°C. 

On r6cup6re g6n6ralement 82 k 86 % de I'amphotericine sous forme d'une suspension de microparticules 
5 k la concentration comprise entre 4 et 5 mg/ml. 

Proc6dure_3 

25 mg d'amphotericine B ont 6t6 dissous dans du methanol (5 mg/ml) en presence d'un Equivalent de 
w NaOH (205 \i\ d'une solution m6thanolique 0,132 M). 21,2 mg de phosphatidylcholine ont 6t6 introduits dans 
le melange. Ceci correspond k un rapport molaire 1:1 entre I'amphotericine B et la phosphatidylcholine. La 
preparation a 6t6 agitee jusqu'& complete dissolution. 5 ml de NaCI 0,9 % en poids ont 6t6 ajoutes. La formation 
d'un pr6cipit6 jaune est observ6e. Le melange est ensuite neutralist par addition d'un Equivalent d'acide (30,7 
|il d'une solution 0,88 M HCI dans le methanol). Le methanol a ensuite 6t6 6vapor6 et le volume final a 6t6 
15 ajuste k 5 ml avec une solution de NaCI 0,9 % en poids. 

Proc6dure_4 

21,2 mg de phosphatidylcholine ont 6t6 d6pos6s sous forme de film au fond d'un ballon de 500 ml par 
20 roto6vaporation du chloroforme d'une solution chloroformique du phospholipide. Le film a 6t6 solubilis6 dans 
250 ml d'une solution d'amphotericine B dans le methanol (25 mg k 0,1 mg/ml) et k nouveau 6vapor6 k l'6va- 
porateur rotatif, jusqu'd obtention d'un film fin. Apr6s addition de 5 ml de solution PBS, le melange a 6t6 soniqu6 
pendant 0,5 heures. 

25 Procedures 

Le mdme proc6d6 que la "procedure 3" a 6t6 suivi excepts le fait que le phospholipide etait dissous dans 
le chloroforme avant I'addition de la solution d'amphotericine B. Dans ce cas, aucun pr6cipit6 n'a 6t6 observe 
apr6s addition de la solution aqueuse PBS (2 ml). Toutefois un solide jaune pr6cipite durant evaporation des 
30 solvants. 

Procedure 6 

Un proc6d6 identique k celui de la "procedure 4" a 6t6 suivi en utilisant toutefois de la I6cithine de soja k 
35 la place de la I6cithine de jaune d'oeuf. 

Proc6dure_7 

Une procedure identique k la "procedure 3" a 6t6 suivie en utilisant de la I6cithine de soja hydrog6n6e k 
40 la place de la I6cithine de jaune d'oeuf. 

Procedure 8 

Une procedure identique k la "procedure 3" k 6t6 suivie en utilisant de I'eau k la place d'une solution de 
45 NaCI 0,9 %. 

Proc6dure_9 

Une procedure identique k la "procedure 3" a 6te suivie en utilisant un solution de lactose 5 % k la place 
so de la solution de NaCI 0,9 %. 

Proc6dure_10 

Une procedure identique k la "procedure 3" a 6t6 suivie excepts le fait que seulement 1 ml d'une solution 
55 de NaCI 0,9 % a 6t6 ajoute k la solution. Dans ce cas, la precipitation n'etait pas complete lors de I'apport de 
la solution aqueuse. Cette precipitation etait parachev6e lors de la phase de neutralisation. 
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Proc6dure_11 

Meme procedure que la "procedure 3" excepts que le melange a 6t6 neutralist par addition d'un Equivalent 
de HCI en solution m6thanolique avant I'addition de la solution de NaCI 0,9 %. 

5 

Pro_c6dureJ_2 

25 mg d'amphotericine B ont 6t6 dissous en presence d'un Equivalent de HCI dans une solution m6tha- 
nolique a une concentration de 2 mg/ml dans le but d'obtenir une solution d 5 mg/ml de medicament sans trop 
10 de degradation. Le solvant a 6t6 6vapor6 et le compost dissous dans le volume requis de methanol. 21 ,2 mg 
de phosphatidylcholine de jaune d'oeuf ont ete introduits dans le melange. La preparation a ete agitee jusqu'd 
complete dissolution. 5 ml de solution de NaCI 0,9 % ont ete ajoutes. La formation d'un pr6cipit6 jaune a ete 
observee. Le melange a ete neutralise par addition d'un equivalent d'acide. Le methanol a ete evapore et le 
volume final ajuste £ 5 ml avec une solution de NaCI 0,9 %. 

Procedure 13 

M§me procedure que la "procedure 12" excepte que le melange a ete neutralise par addition d'un equiva- 
lent de NaOH dissous dans du methanol avant I'addition de la solution de NaCI 0,9 %. 

20 

Proc6dure_14 

Meme procedure que la "procedure 13", excepte que le phospholipide a ete dissous dans le chloroforme 
avant I'addition de la solution d'amphotehcine B. Aucun precipite n'a ete observe apr£s ('addition de NaCI 0,9 
25 % (2 ml). Un precipite jaune apparalt durant l'6vaporation des solvants. 

Proc6dure_15 

M§me procedure que pour la "procedure 3" excepte que la lecithine est remplac6e par un melange de 1 ,2 
30 - dimiristoyl - sn - glycerol (3) phosphocholine (12,84 mg) et de 1,2 - dimiristoyl - sn - glycero (3) phospho (1) 
- rac - glycerol (5.59 mg). 

Procedure 16 

35 2 g d'amphotericine B en suspension dans 500 ml de methanol sont dissous par addition d'un equivalent 

de NaOH en solution dans le methanol. 1 .7 g de lecithine d'oeuf (1 equivalent) sont ajoutes a la solution limpide. 
Cette derniere est agitee jusqu'd dissolution complete du lipide. Sous agitation energique, I'addition de 300 & 
500 ml d'eau suivie de I'ajustement du pH de la solution & pH 7,8 entraine la precipitation des microparticules. 
Le methanol est evapore sous vide en utilisant un evaporateur £ film ascendant (Quick Fit). La temperature 

40 maximale au haut de la colonne d'evaporation est de 35° & 45°C. 

* M6t h odes 

Centrifugation en gradient de densite 

45 

(A. S. Janoff, L.T. Boni, M.C. Popescu, S.R. Minchey, P.R. Cullis, T.D. Madden, T. Taraschi, S.M. Gruner, 
E. Shyamsunder, M.W. Tate, R. Mendelsohn, and D. Bonner, Proc. Nat Acad. Sci USA 85, 6122-6126 (1988) 
500 |il d'un echantillon ont ete deposes surun gradient de sucrose continu (d = 1.0 £ 1.18 g/ml) dans une 
solution de NaC1 150 mM/Hepes 20 mM, pH 7,4. Le gradient a ete centrifuge pendant 21 heures £ 22°C dans 
so un rotor SW-41 (Beckman) & 230 000 x g. Apr£s centrifugation, le gradient est fraction n£ en fraction de 0,53 
ml et dose quant au continu d'amphotericine B et de phospholipide. 

Dosage_du_ phospholipide 

55 (M. Takayama, S. Horn, T. Nagasaki, I. Tanimizu, Clinica Chimica Acta, 79 (1977) 93-98 "Anew Enzymatic 

method for determination of serum choline-containing phospholipids") 

Classiquement, 20 jil d'un echantillon ont ete melanges avec 3 ml d'une solution d'enzyme (Boehringer 
Mannheim Gmbh, kit 691844) et incubes & 37°C pendant 10 minutes. L'absorbance de I'echantillon a ete me- 
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surge d 500 nm. La solution de chlorure de choline (correspondant d 3 mg de PC/ml) a ete utilis6e comme 
temoin. 

4.3 R6sultats 

5 

4.3.1 Determination de phospholipide dans les microparticules 

Des microparticules ont 6t6 pr6par6es £ partir de 4,15 mg de I6cithine d'oeuf et 5 mg d'amphotericine B. 
Les microparticules ont 6t6 mises en suspension dans une solution de Doc 1 % et ont 6t6 dos6es quant d leur 
10 contenu total en phospholipide. 

Piusieurs dilutions de microparticules ont 6t6 prepar6es dans une solution de Doc 1 % pH 11 ,3 et dos6es 
quant d leur contenu en phospholipide. Le dosage est precis d partir de 0,1 mg de phospholipide/ml jusqu'd 
au moins 5 mg/ml. 

15 4.3.2 Precision des prof ils de density 

Un gradient de saccharose de 0 d 41 % en poids de sucrose a 6te obtenu en utilisant un g6n6rateur de 
gradient LKB (volume total : 11 ml). Le tube a 6t6 fractionne en aliquots de 0,53 ml et la densite des differentes 
fractions a ete d6termin6e par gravim6trie. II apparait un gradient Iin6aire qui s'etale de 1 a 1,18 g/ml. Une ex- 
20 p6rience de contrdle a montre que le prof il de density est le m§me aprfcs centrifugation de 230 000 x g. 

4.3.3 Dosage de phospholipide et ('amphotericine B dans les microparticules obtenues selon les procedu- 
res 1 & 5 

25 Comme il apparait au tableau 3 ci-apres, Tamphotericine et le phospholipide sont recup6r6s d peu pr£s 
compietement quel que soit le procede suivi. 



Table au 3 
30 — 



35 


Echantillon 


Phospholipide 
mg/ml 


96* 


Amphotericine 
mg/ml 


%* 




1 


0,00 




4,15 


83,0 




2 


3,99 


n.d.** 


n.d. 


n.d. 


40 


3 


4,64 


109,0 


4,74 


94,8 




* 


4,24 


99,8 


4,46 


89,2 


45 


5 


5, 05 


118,8 


5,06 


101,2 



* exprime en pourcentage de la valeur theorique 



** valeur theorique non disponible 

so 4.3.4 Prof il de densite des centrigugations en gradient de sucrose 

Les figures 3 & 16 montrent des profits de densite de sucrose isopycniques de 14 preparations d'ampho- 
tericine B. Les microparticules obtenues dans les procedure 3 et 10 (figures 5 et 12 respectivement) donnent 
lieu d des prof ils de densite dans lesquels ('amphotericine B est etroitement associe d la phosphatidylcholine 
55 dans une unique bande (1,13-1,15 g/ml). Les couches sont minces et sont nettement distantes du fond du tube. 
Le rapport molaire amphotericine B/phospholipide et la densite de ces bandes uniques suggerent que Ton a 
bien & faire d un complexe d'amphotericine B/lipide. Les largeurs de couches de microparticules et les rapports 
molaires amphotericine B/phospholipides observes pour ces differentes procedures sont reportes au tableau 
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4 ci-aprds. 

Dans la procedure 1 (figure 3), I'amphotericine a migr6 au fond du tube. Ce r6sultat indique que la centra 
fugation de gradient de density est utile pour distinguer des microparticules d'amphot6ricine B/phospholipide 
d'agr6gats d'amphot6ricine B libre. 
5 Les microparticules obtenues selon la procedure 5 (figure 7), la procedure 6 (figure 8) et la procedure 14 

(figure 16) ont montr6 une distribution de density bimodale tr&s proche. La grande majority de ramphotericine 
B 6tait situ6e au fond du tube avec une partie du lipide. Les phospholipides restants flottaient sous forme de 
couche opalescente Pour ces 6chantillons, it est difficile de d6montrer la presence de microparticules. 

Les r6sultats obtenus avec des I6cithines de soja et de soja hydrog6n6s (procedure 7, figure 9 et procedure 
10 8, figure 1 0 respectivement) sont tr$s proches de ceux observes avec les microparticules obtenues selon les 
procedures 3 et 10, mais les microparticules sont I6g6rement moins homog6nes. 

Les microparticules ont 6t6 obtenues quand on a ajoute une quantity inf6rieure de NaCI 0,9 % (procedure 
11 , figure 1 3), quand la neutralisation intervenait avant I'addition de la solution aqueuse NaCI 0,9 % (procedure 
13, figure 15) ou quand Vamphotericine B 6tait dissoute dans un milieu acide (procedure 14, figure 16). 

15 

Tableau k 



20 


Procedure 


LdrgeUr Qc 

couche (cm) 


Rapport molaire 
phospholipide ** 


AmphoB/ 


25 


1 

2 


0,4 


1,37 






3 


0,1 


1,15 + 0,04 


(n = 4) 




4 








30 


5 










6 


0,6* 


1,04 






7 


0,4* 


0,87 




35 


8 


0,8 


0,99 






9 


0,1 


0,97 






10 


1,3 


0,97 


1 




11 


0,8 


0,74 


1 
1 


40 


12 


0,4 


0,87 


i 

1 
1 




13 


0,3 


0,82 


1 

i 

i 




14 






i 


45 




1 




• 


* 


mesure apres 


lyophilisation 







** rapport caJcule pour la fraction de gradient contenant la cj-umute la 
plus important de microparticules 

50 

5. Lyophilisation 

Les microparticules sont conserves sous forme lyophilis6e. la reconstitution apr6s lyophilisation de la 
55 suspension de microparticules en solution auqueuse conduit d des particules pr6sentant les m£mes caracte- 
ristiques physicochimiques et biologiques qu'avant la lyophilisation. 

Af in de conserver ('integrity des microparticules, la lyophilisation doit se fa ire en presence de divers ex- 
cipients tels que le glucose, le lactose, tampon phosphate, tris, albumine, carboxym6thylcellulose. 
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6. Conclusions 

Les preparations les plus homogdnes ont 6te obtenues suivant tes procedures 3 et 10, c'est-S-dire disso- 
lution de I'amphotericine B & une concentration de 5 mg/ml en presence d'un Equivalent de base, utilisation 
5 de phosphatidylcholine de jaune d'oeuf et addition de solution de NaCI 0,9 % ou de lactose 5% (1 ml pour 5 
mg d'amphotericine B) avant neutralisation du melange. La preparation £ base de I6cithine de soja ou de 16- 
cithine de soja hydrog6n6 etait I6g£rement moins homog6ne. 

Des microparticules ont aussi 6t6 prepares par neutralisation du melange avant I'addition de la solution 
NaCI 0,9 % ou par dissolution de I'amphotericine dans le methanol en utilisant un equivalent de HCI. Selon 
10 cette derni6re procedure, le melange a ete neutralise avant ou apres I'addition de la solution NaCI 0,9 %. Dans 
toutes ces preparations, les microparticules etaient moins homogenes comme le montre la centrifugation en 
gradient de sucrose. 

Aucune microparticule n'a ete obtenue quand du chloroforme etait utilise pour pr6former un film de lecithi- 
ne de jaune d'oeuf ou pour dissoudre le phospholipide avant I'addition de la solution methanolique basique 
15 d'amphotericine B. 

EXEMPLE 2 : Microparticules pr6par6es avec d'autres solvants 

A) Utilisation du DMF 

20 

50 mg d'amphotericine B sont dissous & 0°C dans 1 ml de dimethylformamide en presence d'un equivalent 
d'HCI dans le methanol (47 \x\ d'une solution 0,87 M) 42,5 mg (1 equivalent) de phosphatidylcholine sont in- 
troduits dans la solution. La preparation est agit6e jusqu'e complete dissolution, ('addition d'1 ml d'eau entraine 
la precipitation des microparticules. La solution est neutralist par addition d'1 equivalent de NaOH. La dim6- 
25 thylformamide est eiiminee en majorite par trois cycles de centrifugation-6limi nation du surnageant et resus- 
pension en solution aqueuse. 

B) Utilisation du propane diol 1 .2 

30 1 g d'amphotericine B est dissous dans 250 ml de propane diol 1 .2 (4 mg/ml) en presence de 1 equivalent 

de KOH (10 ml d'une solution & 0,1 M de KOH dans l'6thanol). 850 mg de phosphatidylcholine en solution dans 
3 ml d'ethanol sont introduits dans la solution ; ceci correspond d un rapport molaire 1:1 entre ramphotericine 
B et la phosphatidylcholine. La solution est agitee & 800 tours/minute d temperature ambiante et neutralis£e 
£ Taide de 10 ml de HCI 0,1 M (1 equivalent). 250 ml de H 2 0 sont ajoutes au melange entraTnant la precipitation 

35 des microparticules. L'eiimination du propane diol 1.2 a ete conduite par filtration tangentielle. 

C) Utilisation du dimethylacetamide (DMA) 

La solubility de I'amphotericine B dans le DMA (6 mg/ml) est suffisante pour eviter ('utilisation d'une base 
40 ou d'un acide. 

300 mg d'amphotericine B sont dissous dans 50 ml de DMA (6 mg/ml), 255 mg de lecithine d'oeuf dans 
I'ethanol (1 ml) sont ajoutes d la solution. Le melange est agite & 1 000 tours/minute et 75 ml d'eau sont ajoutes 
au melange entraTnant la precipitation des microparticules. Le DMA est eiimine par centrifugation vu ('incom- 
patibility des membranes de filtration avec le DMA. 

45 

Centrifugation en gradient de sucrose 

La centrifugation sur gradient de sucrose montre pour les preparations obtenues dans la DMF, le propane 
diol 1 .2 et le DMA, une bande situ£e d mi-hauteur du tube et caracterisee par un rapport molaire amphotericine 
so B/phospholipide compris entre 0,8 et 1,4. 

Aucune trace d'amphotericine B libre ou phospholipide libre n'est observee. 

EXEMPLE 3 : Microparticules d'amphotericine B et de divers melanges de phospholipides. 

55 EXEMPLE 3-1 

1 gr (1,1 mmole) d'Amphotericine-B a ete dissous dans 250 ml de methanol refroidi dans un bain de glace 
en presence d'un equivalent de NaOH. Un melange de 0,367 g. (0.5 equivalent) de DMPO et 0,373 g. (0,5 6qui- 
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valent) de DMPG en solution dans 80 ml de methanol a 6t6 ajoute d la solution d'Amphotericine-B refroidie 
dans un bain de glace. Le rapport molaire Amphot6ricine-B phospholipides est de 1 : 1. Les microparticules 
ont 6t6 obtenues par precipitation apres addition de 300 ml de tampon phosphate 50mM pH 7,8, 6% lactose 
et neutralisation du melange. Le melange est chauffe durant 30 minutes d 60°C et le methanol est eiimine par 
5 evaporation sur film ascendant. 

EXEMPLE 3-2 

M§me procede que celui decrit dans I'exemple 1 mais en partant de 0,35 equivalent de DMPC et 0,1 5 6qui- 
w valent de DMPG calcuiesl par rapport h I'Amphotericine-B. Le rapport molaire Amphotericine-B-phospholipides 
est done de 2 : 1 . 

EXEMPLE 3-3 

15 M§me procede que celui decrit dans I'exemple 1 mais en partant de 0,75 equivalent de DMPC et 0,08 equi- 

valent de DMPG calcules par rapport £ I'Amphotericine-B. Ce qui correspond & un rapport molaire Amphote- 
ricine-B-phospholipides de 1,2 : 1. 

EXEMPLE 3-4 

20 

M§me procede que celui decrit dans I'exemple 1 mais en partant de 0,7 equivalent de lecithine d'oeuf et 
0,3 equivalent de DMPG calcuie par rapport d l'Amphotericineb-B. Ce qui correspond d un rapport molaire 
Amphotericine-B-phospholipides de 1:1. 

25 EXEMPLE 3-5 

Meme procede que celui decrit dans I'exemple 1 mais en partant de 0,7 equivalent de lecithine de soja 
hydrogenee et 0,3 equivalent de DMPG calcuie par rapport & I'Amphotericine-B. Ce qui correspond £ un rap- 
port molaire Amphotericine-B-phospholipides de 1:1. 

30 

EXEMPLE 3-6 

1 ,85 g (2 mmoles) d'Amphotericine-B ont 6t6 dissous dans 500 ml de propane diol 1 ,2 en presence d'une 
equivalent de NaOH (200 \x\ d'une solution NaOH 10N). Une solution contenant 0,45 g (0,33 equivalent) de 
35 DMPC et 0,46 g (0,33 equivalent) de DMPG en solution dans 100 ml de propane diol- 1,2 a ete ajoute d la so- 
lution d'Amphotericine-B. La mise en solution du DMPG dans le propane diol-1,2 se fait par chauffage de la 
solution & 60°. Le rapport molaire Amphotericine-B-phospholipides est de 1,5 : 1. 

Les microparticules ont ete obtenues par precipitation apres addition d'un litre de tampon phosphate 50mM 
pH 7,8, 6% lactose et neutralisation du melange (addition de 2 ml d'une solution HC1 1 N). 
40 Apres chauffage du melange durant 30 minutes k 60° C, le propane diol- 1 ,2 est eiimine par filtration tan- 

gentielle. 

EXEMPLE 3-7 

45 M£me procede que celui decrit dans I'exemple 6 mais en partant d'un rapport molaire Amphotericine-B- 
phospholipides de 2 : 1. 

EXEMPLE 3-8 

so Mdme procede que celui decrit dans I'exemple 6 mais en partant d'un rapport molaire Amphotericine-B- 

phospholipides de 1 : 1. 

EXEMPLE 3-9 

55 M§me procede que celui decrit dans I'exemple 6 mais en partant de 0.35 equivalent de DMPC et 0.1 5 equi- 

valent de DPPS. Ce qui correspond & un rapport molaire Amphotericine-B-phospholipides de 2 : 1. 
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EXEMPLE 3-10 

1 ,85 g (2 mmotes) d'Amphotericine-B ont ete dissous dans 400 ml d'6thanol refroidi dans un bain de glace 
en presence d'un Equivalent de HCI (2 ml d'une solution HC1 1 N). Une solution contenant 0,45 g (0,33 6qui- 

5 valent) de DMPC et 0,46 g (0,33 equivalent) de DMPG en solution dans 100 ml d'ethanol contenant 2 ml de 
HC1 1 N a 6t6 ajoute £ la solution d'Amphotericine-B refroidie dans un bain de glace. Le rapport molaire Am- 
phot6ricine-B-phospholipides est de 1,5 : 1. Les microparticules ont ete obtenues par precipitation aprEs ad- 
dition sous agitation d'un litre d'eau et neutralisation du melange (addition de 4 ml d'une solution NaOH 1 N). 
AprSs chauffage du melange durant 30 Min £ 60° C, rethanol est 6limin6 par filtration tangentielle ou par 6va- 

w poration sur film ascendant 

EXEMPLE 3-11 

1 ,85 g (2 mmoles) d'Amphotericine-B ont ete dissous dans 400 ml d'ethanol refroidi dans un bain de glace 
15 en presence d'un Equivalent de HCI (2 ml d'une solution HC1 1 N). Une solution de 2,85 g (3 Equivalents) de 
valerate de cholesterol et 0,689 g (0,3 Equivalent) de DMPG dans de rethanol contenant 2 ml de HC1 1 N est 
ajoutE & la solution d'Amphotericine-B refroidie dans la glace. Le rapport molaire AmphotEricine-B-IEcithine 
est de 0,3 : 1 . Le mElange est agitE Energiquement et les microparticules sont obtenues par precipitation aprEs 
addition d'un litre d'eau et neutralisation du mElange (addition de 4 ml de NaOH 1N. AprEs chauffage du mE- 
20 lange durant 30 minutes d 60° C, I'Ethanol est EliminE par filtration tangentielle ou sur film ascendant. 

Ces preparations des exemples 3-1 & 3-11 sont homogEnes, montrent une absence d'effet hEmolytique, 
une activitE in-vitro sur Candida tropicalis Egale ou lEgErement supErieure k celle de la fungizone et une dimi- 
nution de la toxicity mesurEe in-vivo sur des souris OF1 en comparaison & celle de la Fungizone. On observe 
dans certains cas une LDgo supaneure a 30. 
25 L'utilisation de DSPC, DSPG et DPPS conduit & des preparations trEs homogEnes de microparticules prE- 

sentant une bonne activitE in-vitro sur Candida tropicalis (ED50 egale ou lEgErement meilleure que la Fungizone) 
et montrant m£me une diminution de la toxicite aigue dEterminEe in-vivo sur souris OF1 et comparEe d I'Am- 
photericine-B utilisEe sous forme de Fungizone. 

30 

TABLEAU 5 

LD^q des preparations correspondants aux exemples 1 a 11 
Etudes conduites sur souris OF1 

35 



EXEMPLE 




1 


28,06 


2 


>30 


3 


27,06 


k 


>30 


5 


>30 


6 


29,5 


7 


21,7 


8 


29,5 


9 


19 


10 


>30 


1 1 


>30 
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Revendications 

1. Procede de preparation de microparticules lipidiques d'aspemicrocristallin d'une substance insoluble 
dans I'eau pr6sentant une affinity pour les phospholipides, et d'au moins un phospholipide, microparti- 
cules stables en suspension dans une solution aqueuse, caract6ris6 en ce que : 

a) on dissout ladite substance et le ou lesdits phospholipides dans un solvant organique commun de 
ladite substance et du ou desdits phospholipides, 

b) on melange la solution de ladite substance etdu ou desdits phospholipides d une solution aqueuse 
dans une quantity telle qu'une insolubilisation sous forme de pr6cipit6 se produit, 

c) on eiimine le solvant pour r6cup6rer une solution aqueuse contenant les microparticules sous forme 
de microsuspensions. 

2. Procede selon la revendication 1 f caracterise en ce que le rapport molaire entre le ou les phospholipides 
et ladite substance est inf6rieur & 2, de preference compris entre 0,5 et 1 . 

3. Proc6d6 selon Tune des revendications pr6cedentes, caracterise en ce que ladite substance est choisie 
parmi les agents antimycotiques, macrolides polyenes. 

4. Procede selon la revendication prec6dente, caracterise en ce que ladite substance est choisie parmi la 
nystatine, I'amphotericine B et leurs derives antifongiques. 

5. Procede selon Tune des revendications 1 & 4, caracterise en ce que le phospholipide est choisi parmi la 
phosphatidylcholine, la dimyristoytphosphatidylcholine 'DMPC), la dist6arylphosphatidylcholine (DSPC), 
la dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), la phosphatidyiethanolamine, la phosphatidyls6rine, la dipal- 
mitoylphosphatidyl serine (DPPS), la phosphatidylinositol, la phosphatidylglyc6rol, la dimyristoyl phospha- 
tidyl glycerol (DMPG), la distearyl phosphatidylglyc6rol (DSPG), la 3'-0-lysylphosphatidylglyc6rol, la di- 
phosphatidylglyc6rol, ou encore des esters de cholesterol, seuls ou en melange. 

6. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que le phospholipide est de la 
phosphatidylcholine ou une dimyristoylphosphatidylcholine en melange avec de ta dimyristoylphosphati- 
dylglycerol en rapport molaire 5:5 k 9:1. 

7. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que le solvant organique de la so- 
lution de phospholipide et de ladite substance est choisi parmi les solvants organiques tels que le me- 
thanol, le DMF, le DMA, le propylene glycol ou rethanol. 

8. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la solution aqueuse est de 
I'eau pure, une solution saline ou une solution de saccharide. 

9. Procede selon la revendication precedente, caracterise en ce que la solution aqueuse est une solution 
de lactose de 1 d 10% en poids. 

10. Procede selon Tune des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que la solution aqueuse est un tampon 
phosphate 50mM pH=7,8 contenant 6% de lactose. 

11. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que : 

a) on dissout ladite substance et le ou lesdits phospholipides dans leur solvant organique commun en 
milieu basique ou acide, 

b) on melange la solution obtenue avec une solution aqueuse pour obtenir un precipite, 

c) on neutralise la solution par addition d'acide ou de base respectivement, 

d) on eiimine le solvant pour recuperer une phase aqueuse contenant les microparticules sous forme 
de microsuspensions. 

12. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que ladite substance est choisie parmi les agents 
antimycotiques, macrolides du type polyenes tels que I'amphotericine B ou la nystatine et d l'6tape a) est 
dissoute dans une solution methanolique ou une solution de propylene glycol en milieu basique ou dans 
une solution de DMF ou d'ethanol en milieu acide, ou encore dans une solution de DMA en milieu neutre 
ou acide. 

13. Procede selon Tune des revendications 11 ou 12, caracterise en ce que d retape a), la quantite d'acide 
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ou de base utilisEe est de 1 a 1,5 Equivalent d'acide ou de base par rapport a la quantity de substance 
active, et a l'6tape c), on neutralise avec une mdme quantity de base ou d'acide respectivement. 

14. Proc6d6selon Tune desrevendications 11 a 13, caract6ris6 en ce que on chauffele melange avantl'Stape 
d). 

15. Preparation de microparticules pouvant etre obtenue par le proc6d6 selon Tune des revendications pr6- 
c6dentes, caract6ris6e en que les microparticules sont de tailles homog&nes. 
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Claims 



1. Process for preparing lipid microparticles of microcrystalline appearance, of a water-insoluble substance 
possessing an aff inity for phospholipids and of at least one phospholipid, the microparticles being stable 
15 in suspension in an aqueous solution, 

characterized in that : 

a) the said substance and the said phospholipid or phospholipids are dissolved in a common organic 
solvant for the said substance and for the said phospholipid or phospholipids, 

b) the solution of the said substance and of the said phospholipid or phospholipids is mixed with an 
20 aqueous solution in an amount such that an ^solubilization takes place in the form of a precipitate, 

and 

c) the solvent is removed to recover an aqueous solution containing the microparticles in the form of 
microsuspensions. 
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2. Process according to Claim 1 , characterized in . that the mole ratio of the phospholipid or phospholipids 
to the said substance is less than 2, and preferably between 0.5 and 1. 

3. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the said substance is selected 
from polyene macrolide antimycotic agents. 

30 4. Process according to the preceding claim, characterized in that the said substance is-selected from nys- 
tatin, amphotericin B and their antifungal derivatives. 

5. Process according to any one of claims 1 to 4 wherein the phospholipid is phosphatidylcholine, dimyris- 
toylphosphatidylcholine (DMPC), distearylphosphatidylcholine (DSPC), dipalmitoylphosphatidylcholine 
35 (DPPC), phosphatidylethanolamine, phosphatidylserine, dipalmitoylphosphatidylserine (DPPS), phos- 

phatidytinositol, phosphatidylglycerol, dimyristoylphosphatidylglycerol (DMPG) disterarylphosphatidylgly- 
cerol (DSPG), 3',0-lysylphosphatidylglycerol, diphosphatidyiglycerol or alternatively cholesterol esters, 
alone or mixed. 

40 6. Process according to anyone of the preceeding claims characterized in that the phospholipid is phospha- 
tidylcholine or a dimyristoylphosphatidylcholine in mixture with a dimyristoylphosphatidylglycerol in a mo- 
lar ratio from 5:5 to 9:1 . 

7. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the organic solvent of the solution 
^ of phospholipid and the said substance is selected from organic solvents such as methanol, DMF, DMA, 

propylene glycol or ethanol. 

8. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the aqueous solution is pure water, 
a saline solution or a solution of saccharide. 
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9. Process according to claim 8, characterized in that the aqueous solution is a solution of lactose from 1 to 
10 % by weight, in particular 5 % by weight. 

10. Process according to claim 8, characterized in that the aqueous solution is a 50 mM phosphate 6 % lac- 
tose buffer solution. 

11. Process according to one of the preceding claims, characterized in that, 

a) the said substance and the said phospholipid or phospholipids are dissolved in thier common organic 
solvent in a basic or acid medium, 
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b) the solution obtained is mixed with an aqueous solution to obtain a precipitate, 

c) the solution is neutralized by adding acid or base, respectively, and 

d) the solvent is removed to recover an aqueous phase containing the microparticles in the form of 
microsuspensions. 

5 

12. Process according to Claim 11, characterized in that the said substance is selected from polyene type 
macroiide antimycotic agents such as amphotericin B or nystatin and, in step a), is dissolved in a metha- 
nols solution or a propylene glycol solution in a basic medium or in a DMF or ethanol solution in an acid 
medium, or alternatively in a DMA solution in a neutral or acid medium. 

10 

13. Process according to one of Claims 11 and 12, characterized in that, in step a), the amount of acid or base 
used is from 1 to 1 .5 equivalents of acid or base relative to the amount of active substance, and in step 
c), neutralization is performed with the same amount of base or acid, respectively. 

^ 14. Process according to one of Claims 1 to 13, characterized in that the mixture is heated before step d). 

15. Preparation of microparticles obtainable by the process according to one of the preceding claims, char- 
acterized in that the microparticles are homogeneous in size. 
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20 Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Lipid-Mikroteilchen mit mikrokristallinem Aussehen einer in Wasser unlos- 
lichen Substanz, die eine Aff initat fur die Phospholipide aufweist, und mindestens einem Phospholipid, 
wobei die Mikroteilchen in Suspension in einer wadrigen Losung stabil sind, dadurch gekennzeichnet, dad 
man 

a) die genannte Substanz und das oder die genannten Phospholipide in einem fur die genannte Sub- 
stanz und das Oder die genannten Phospholipide gemeinsamen organischen Losungsmittel lost, 

b) die Losung der genannten Substanz und des oder der genannten Phospholipide mit einer wadrigen 
Losung in einer solchen Menge mischt, dad eine Insolubilisierung in Form eines Niederschlags auftritt, 
und 

c) das Losungsmittel eliminiert zur Gewinnung einer wadrigen Losung, welche die Mikroteilchen in 
Form von Mikrosuspensionen enthalt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad das Molverhaltnis zwischen dem oder den 
35 Phospholipiden und der Substanz unter 2, vorzugsweise zwischen 0,5 und 1, liegt. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dad die genannte Sub- 
stanz ausgewahlt wird aus antimykotischen Agentien und Polyen-Makroliden. 

40 4. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dad die genannte Substanz 
ausgewahlt wird aus Nystadin, Amphotericin B und ihren Antifungi-Derivaten. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dad das Phospholipid ausgewahlt 
wird aus Phosphatidylcholin, Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC), Distearylphosphatidylcholin 
45 (DSPC), Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC), Phosphatidytethanolamin, Phosphatidylserin, Dipalmitoyl- 

phosphatidylserin (DPPS), Phosphatidylinosit, Phosphatidylglycerin, Dimyristoylphosphatidylglycerin 
(DMPG), Distearylphosphatidylglycerin (DSPG), 3'-0-Lysylphosphatidylglycerin, Diphosphatidylglycerin 
oder auch den Cholesterinestern, einzeln oder in Form einer Mischung. 
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dad es sich bei dem 
Phospholipid urn das Phosphatidylcholin oder ein Dimyristoylphosphatidylcholin im Gemisch mit 
Dimyristoylphosphatidylglycerin in einem Molverhaltnis von 5:1 bis 9:1 handelt. 

7. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daddasorganische Lo- 
sungsmittel der Losung von Phospholipid und der genannten Substanz ausgewahlt wird aus organischen 
Losungsmitteln, wie Methanol, DMF, DMA, Propylenglycol oder Ethanol. 

8. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dades sich bei der wad- 
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rigen Losung urn reines Wasser, urn eine Salzlosung Oder eine Saccharidlosung handelt. 

9. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, da& es sich bei der wa&rigen 
Losung urn eine 1 bis 10 gew.-%ige Lactoselosung handelt. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 8 Oder 9, dadurch gekennzeichnet, dafc es sich bei der wa&rigen 
Losung urn einen 50 mM Phosphatpuffer, pH = 7,8, handelt, der 6 % Lactose enthalt. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafc man 

a) die genannte Substanz und das Oder die genannten Phospholipide in ihren gemeinsamen organ i- 
schen Losungsmitteln in einem basischen Oder sauren Medium lost, 

b) die erhaltene Losung mit einer wa&rigen Losung mischtzur Bildung eines Niederschlags, 

c) die Losung durch Zugabe einer Saure bzw. einer Base neutralisiert und 

d) das Losungsmittel eliminiertzur Gewinnung einer waBrigen Phase, welchedie Mikroteilchen in Form 
von Mikrosuspensionen enthalt. 

12. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, da& die genannte Substanz ausgewahlt wird aus 
den antimykotischen Agentien, den Makroliden vom Polyen-Typ wie Amphotericin B oder Nystatin und dali 
sie in der Stufe (a) in einer methanotischen Losung oder in einer Propylenglycollosung in basischem Milieu 
oder in einer DMF-Losung oder Ethanollosung in saurem Milieu oder auch in einer DMA-L6sung in neu- 
tralem oder saurem Milieu gelost wird. 



13. Verfahren nach einem der Anspruche 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dafc in der Stufe (a) die ver- 
wendete Menge der Saure oder Base 1 bis 1,5 Aquivalente Saure oder Base, bezogen auf die Menge der 
aktiven Substanz, betragt und dad man in der Stufe (c) mit einer gleichen Menge Base bzw. Saure neu- 

25 tralisiert. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, da& man die Mischung vor der 
Stufe (d) erwarmt. 

30 15. Mikroteilchen-Praparat, das nach dem Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche erhaltlich 
ist, dadurch gekennzeichnet, da&die Mikroteilchen homogene Abmessungen (Formen) haben. 
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